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В статье представлены материалы по отработке условий  количественного определения содержания мертиолята в не-
сорбированных иммунобиологических препаратах (ИЛП) методом атомно-абсорбционной спектроскопии холодного 
пара (ААС-ХП), а также проведена оценка статистической значимости различий результатов определения мертиоля-
та традиционным колориметрическим методом в комплексе с дитизоном и методом ААС-ХП: использован однофактор-
ный дисперсионный анализ с применением критерия Фишера (F-критерия).
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The article describes development of methods of quantitative determination of thimerosal in non-adsorbed immunobiological 
preparations by cold vapor atomic absorption spectroscopy as well as an estimation of the statistical significance of differences 
in the results determination of thimerosal conventional colorimetric method in combination with dithizone and CV AAS using 
one-way analysis of variance with Fisher’s exact test (F-test).
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Несмотря на общие тенденции отказа от консервантов, их 
использование остается актуальным, особенно для препаратов 
мультидозовой формы выпуска. В докладе Всемирной организа-
ции здравоохранения от октября 2011 г. отмечено, что «ВОЗ вы-
ступает за продолжение использования тиомерсала в качестве 
инактивирующего агента и консерванта для вакцин, поскольку 
отсутствуют свидетельства, подтверждающие риск для здоровья 
человека», также вывод о безопасности применения тиомерсала 
в качестве консерванта в составе вакцин был подтвержден в до-
кладе на конференции ВОЗ в 2012 г. [1, 5]. 
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На сегодняшний день, мертиолят – основной консервант, 
применяемый при производстве вакцин: в Российской Феде-
рации зарегистрированы около 25 наименований иммунобио-
логических лекарственных препаратов, содержащих его в сво-
ем составе. 







HgNa и молекулярной массой 404,8147 г/
моль. Содержание ртути в мертиоляте – 49,5%. Полное хими-
ческое название в соответствии с правилами ИЮПАК – этил(2-
меркаптобензоато-(2-)-O,S)меркурат(1-) натрий. Название по 
тривиальной номенклатуре: орто-этилртутьтиосалицилат натрия. 
Мертиолят также имеет целый ряд других названий-синонимов: 
тиомерсал, тимеросал, элицид, эстивин, меркуротиолят, мерфа-
мин, мерфол, мерсептил, мерторган, мерзонин, ноземак.
Мертиолят – высокотоксичное соединение: средняя смер-
тельная доза (LD
50
) для мышей – 66 мг/кг при подкожном вве-
дении и 45 мг/кг – при внутривенном. Токсичность проявляется 
при ингаляции, пероральном и парэнтеральном введении, а так-
же при контакте с кожей, так, например, при пероральном введе-
нии LD
50
 составляет 75 мг/кг для крыс и 91 мг/кг для мышей [5].
Таким образом, количественная оценка мертиолята в соста-
ве ИЛП остается одной из важных составляющих оценки качества 
препарата, поскольку его содержание в установленных пределах 
гарантирует отсутствие бактерийной контаминации с одной сто-
роны и безопасность применения – с другой.
Все существующие на сегодняшний день методы количе-
ственного определения мертиолята основаны на определении 
ионов ртути с последующим пересчетом на исходное вещество 
из расчета 49,55 частей ртути на 100 частей мертиолята.
Согласно современной практике анализа медицинских пре-
паратов на содержание ртути, основанной на требованиях ве-
дущих мировых фармакопей, такой анализ производится мето-
дом атомно-абсорбционной спектроскопии [3, 4]. Однако разно-
образие аппаратурной базы и состава исследуемых препаратов 
предполагают отработку методики в каждом конкретном случае 
с последующей ее валидацией, т.е. оценкой пригодности пред-
ложенной процедуры для выполнения данных конкретных задач. 
В Российской Федерации определение мертиолята в ИЛП 
традиционно проводят колориметрическим методом, основан-
ном на определении ионов ртути (II), образующихся в результате 
окисления мертиолята перманганатом калия, в виде окрашенно-
го комплекса с дитизоном [2]. 
Таким образом, введение в повседневную практику метода 
атомно-абсорбционной спектроскопии в нашей стране является 
актуальной задачей, поскольку при этом обеспечивается гармо-
низация международной и отечественной методических баз, по-
вышается точность, производительность и селективность изме-
рений. 
Однако при внедрении новых, более селективных и точных 
методов, взамен традиционно использующихся, представляет-
ся целесообразной оценка статистической значимости разли-
чий результатов определения заданного вещества, получаемых 
«старым» и «новым» методами. В данном случае наличие или от-
сутствие статистически значимых различий может служить осно-
ванием для пересмотра требований как к номинальному значе-
нию содержания определяемого вещества, так и к его допусти-
мым границам. 
Цель исследования: отработка оптимальных условий опреде-
ления мертиолята в несорбированных ИЛП методом ААС-ХП и 
оценка статистической значимости различий результатов опре-
деления мертиолята традиционным колориметрическим мето-
дом в комплексе с дитизоном и методом ААС-ХП.
Материалы и методы 
Материалы
В качестве стандартов использовали:
- стандартный раствор для атомной спектрометрии, фирмы 
«Perkin Elmer» с содержанием ртути 10 мг/л в 5% растворе HNO
3
. 
Стандартные растворы готовили при разбавлении основного 
стандартного раствора смесью, состоящей из равных объемов 
2% раствора азотной кислоты и 
 
2% раствора серной кислоты до 
требуемых концентраций;
- государственный стандартный образец (ГСО) содержания 
ионов ртути 9К-1 (Паспорт ГСО 8004-93 ГДВИ.410408.009 ПС). 
В качестве исследуемых образцов использовали:
- вакцину гриппозную тривалентную полимер-субъединичную 
жидкую Гриппол производства ФГБУ «НПО Микроген»;
- вакцину гриппозную инактивированную расщепленную Уль-
трикс производства ФГУП «Санкт-Петербургский НИИВС и пред-
приятие по производству бактерийных препаратов» Федераль-
ного медико-биологического агентства.
Методы
Для определения мертиолята методом атомно-
абсорбционной спектроскопии (холодного пара) был использо-
ван атомно-абсорбционный однолучевой спектрометр с высо-
коинтенсивным источником излучения (ртутной лампой низко-
го давления) FIMS 400 Perkin Elmer, оснащенный кварцевой аб-
сорбционной ячейкой, проточно-инжекционной системой и про-
граммным обеспечением AA WinLab.
Принцип работы прибора заключается в измерении поглоще-
ния парами ртути излучения, длиной волны 253,7 нм, которое ге-
нерируется лампой прибора. Перенос образца в измерительную 
ячейку осуществляется потоком газа-носителя (аргон). Количе-
ственный анализ проводится методом измерения атомной аб-
сорбции при длине волны 253,7 нм, что соответствует максиму-
му поглощения элемента – ртути (Hg), ширине щели 0,7 нм; рас-
ходе аргона 70–100 мл/мин, времени измерения – 20 с. Получен-
ное поглощение пересчитывается на количество ртути по кали-
бровочному графику.
Для определения мертиолята колориметрическим методом в 
реакции с дитизоном был использован спектрофотометр СФ-46, 
длина волны при определении 597 нм. Метод основан на выделе-
нии из мертиолята ртути в виде свободных ионов и последующем 
колориметрическом определении дитизоната ртути [2].
результаты
1. Выбор рабочего диапазона методики и оценка его линей-
ности
Рабочий диапазон методики зависит от чувствительности кон-
кретного оборудования и содержания анализируемого вещества 
в исходном образце. Чувствительность атомно-абсорбционного 
спектрометра FIMS 400 Perkin Elmer составляет около 1 нг/мл ио-
нов ртути. Концентрация мертиолята в исследуемых препаратах 
находится в диапазоне 85–115 мкг/мл (соответствует содержа-
нию ртути 43–57 мкг/мл), что свидетельствует о необходимости 
значительного разведения исходного исследуемого образца. Та-
ким образом, рабочий диапазон методики не должен смещать-
ся в область слишком низких или более высоких концентраций, 
с целью сохранения линейной зависимости поглощения от кон-
центрации ионов ртути. 
В процессе определения рабочего диапазона методики были 
проанализированы стандартные растворы, с концентраций ртути 
2, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 70 и 100 нг/мл. Стандартные рас-
творы готовили путем разведения ГСО раствором, содержащим 
2% азотной и 2% серной кислот, разбавленных в объемном соот-
ношении [6]. Результаты показаны на рис. 1.
рис. 1. Зависимость поглощения от концентрации ионов ртути в 
пределах от 2 до 100 нг/мл. для каждой концентрации RSD в трех 
повторностях составляет менее 0,5%. коэффициент корреляции 
0,95.
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Из рисунка 1 следует, что зависимость поглощения от кон-
центрации в области от 2 до 100 нг/мл носит нелинейный харак-
тер, коэффициент корреляции ниже 0,99. Для выбора диапазона 
концентрации калибровочной кривой были заранее установлены 
следующие критерии приемлемости результатов:
- зависимость поглощения при длине волны 253,7 нм от кон-
центрации образца должна быть визуально линейна;
- коэффициент корреляции должен быть не менее 0,991;
- коэффициент вариации, характеризующий отклонение вы-
явленной величины от номинальной, должен быть не более 3%.
В ходе эксперимента, был определен рабочий диапазон мето-
дики, отвечающий установленным критериям приемлемости ре-
зультатов в отношении линейности. Результаты представлены в 
таблице 1 и на рис. 1.
Как видно из таблицы 1 и рис. 2 представленный диапазон от-
вечает установленным критериям пригодности:
- график визуально линеен;
- коэффициент корреляции 0,998;
- коэффициент вариации менее 3%.
Для определения воспроизводимости калибровочной харак-
теристики сравнивали графики, построенные с использованием 
разных стандартных образцов: стандартного раствора для атом-
ной спектрометрии фирмы «Perkin Elmer» и ГСО. Результаты при-
ведены на рисунке 2 и в таблице 2.
Как видно из рисунка 3 и таблицы 2, графики зависимости по-
глощения при 253,7 нм от концентрации ртути визуально линей-
ны, а коэффициенты корреляции (вычисленные путем извлече-
ния корня квадратного из коэффициентов аппроксимации R2, 
указанных на рисунке 2) выше 0,991, что подтверждает линей-
ность зависимости в диапазоне концентраций ртути 10–40 мкг/
мл. Коэффициенты наклона и сдвига линий регрессии отлича-
ются на 0,0001. Таким образом, сравнительная оценка двух ка-
либровочных характеристик, свидетельствует о возможности их 
использования для определения концентрации ртути в образцах 
методом AAC ХП.
2. Определение мертиолята в исследуемых образцах. Отра-
ботка методики пробоподготовки
Мертиолят является сложным металлоорганическим соеди-
нением ртути ароматического ряда. Для количественного опре-
деления ртути, содержащейся в мертиоляте методом атомно-
абсорбционной спектроскопии холодного пара необходима про-
боподготовка, обеспечивающая получение ионов ртути для по-
следующего их переноса аргоном в измерительную кювету. Про-
боподготовка заключается в минерализации анализируемых ма-
териалов. Существует несколько способов минерализации: на-
греванием с серной и азотной кислотами [9], серной кислотой и 
перекисью водорода [7, 8], серной кислотой и перманганатом [9, 
10], озонированием растворов [11].
В составе вакцин помимо мертиолята, как правило, содержат-
ся соли, белки и различные вспомогательные вещества, которые 
могут неспецифически влиять на правильность количественного 
определения мертиолята. 
Предлагаемый вариант пробоподготовки основан на методи-
ке, используемой при колориметрическом определении мертио-
лята в комплексе с дитизоном [2] со следующими изменениями:
- объем пробы уменьшен в 2 раза;
- перед стадией нейтрализации окислителя проба разводится 
до необходимой концентрации раствором 2% азотной и 2% сер-
ной кислот. 
2.1 Оптимизация пробоподготовки
Оптимальное разведения образца подбирали, исследуя об-
разцы трех серий вакцины Гриппол в различных разведениях. 
Определения проводилось в различные дни, различными опера-
торами. Результаты представлены в таблице 3.
Как видно из таблицы 3, результаты определения мертиолята 
в исследуемых образцах соответствуют требованиям норматив-
ной документации (от 85 до 115 мкг/мл), для дальнейших иссле-
дований было выбрано разведение 2000 раз, при котором значе-
ния поглощения находятся ближе к середине линейной области 
графика зависимости поглощения от концентрации ионов ртути, 
благодаря чему снижается ошибка измерения.  
Процесс пробоподготовки предусматривает стадию количе-
ственного переноса, которая, учитывая высокую чувствитель-
ность метода, является нежелательной, так как потенциально 
может влиять на воспроизводимость и правильность результа-
тов определения. 
Таблица 1. Диапазон концентраций стандартного 














1 10 0,1045 9,077 0,84
2 15 0,1718 14,597 0,59
3 20 0,2409 20,264 0,85
4 25 0,3047 25,489 0,44
5 30 0,3679 30,669 0,64
6 35 0,4159 34,605 0,11
7 40 0,4791 39,788 0,28
рис. 2. Зависимость поглощения при 253,7 нм от концентрации ио-
нов ртути.







ГСО ртути Y=0,0124х-0,0127 0,999
Стандартный рас-
твор «Perkin Elmer» Y=0,0125х-0,0026 0,998
рис. 3. калибровочные характеристики растворов  гсо ртути и 
стандарта Perkin Elmer.
Таблица 3. Результаты определения мертиолята в 






















в 2500 раз 0,2563 0,2499 109,5 106,9
в 2000 раз 0,3199 0,3164 108,2 106,9
в 1500 раз 0,3992 0,4368 100,5 110,0
Обра-
зец 2
в 2500 раз 0,2654 0,2488 113,0 106,5
в 2000 раз 0,3151 0,3137 106,6 106,5
в 1500 раз 0,3774 0,4312 95,4 108,4
Обра-
зец 3
в 2500 раз 0,2482 0,2421 106,0 103,4
в 2000 раз 0,3469 0,2973 115 100,9
в 1500 раз 0,4187 0,4500 105 113,0
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Для исключения этой стадии необходимо уменьшить конечный 
объем реакционной смеси, что, кроме того, упрощает утилизацию 
ртутьсодержащих отходов и имеет экономическую выгоду. Одна-
ко минимальное количество вещества ограничено способностью 
ртути к адсорбции и, критичное уменьшение конечного объема, а, 
следовательно, и уменьшение количества вещества, может суще-
ственно влиять на результат в сторону его занижения.
Исследуемый образец отбирали в количестве 0,025 и 0,01 мл 
(конечный объем проб соответственно 50 и 20 мл) и, в соответ-
ствии с исходной методикой, 0,1 мл препарата (конечный объ-
ем пробы 200 мл). Реагенты добавлялись в объемах, уменьшен-
ных пропорционально объему испытуемого образца. Кратность 
разведения исходного образца, таким образом, во всех пробах 
составила 2000 раз. Результаты испытаний представлены в та-
блице 4.
Как видно из таблицы 4, минимальный разброс полученных 
значений концентраций соответствует пробе с конечным объе-
мом реакционной смеси 50 мл. Дополнительные исследования, 
уточняющие линейный диапазон калибровочного графика, вы-
бор степени разведения и конечного объема реакционной сме-
си планируются к проведению в рамках валидации метода и к пу-
бликации во второй части статьи.
На текущий момент, пробоподготовку проводили следующим 
образом: 0,025 мл препарата помещали в мерную колбу объ-
емом 50 мл, добавляли 0,15 мл серной кислоты, концентрации 
50%, разбавленной по объему, 0,7 мл раствора перманганата ка-
лия 5%, перемешивали, выдерживали в течение 1 ч при комнат-
ной температуре. Затем добавляли 0,2 мл раствора гидроксила-
мина сульфата 20%, перемешивали. Содержимое колбы дово-
дили до 50 мл раствором, содержащим 2% азотной и 2% серной 
кислот, разведенных по объему. 
Количество мертиолята рассчитывали по формуле (1):
                                                                                                                          (1)
где:
С – концентрация мертиолята, мкг/мл;
Х – концентрация ионов ртути, рассчитанная по графику, мкг/мл;
N – объем препарата, взятый на испытание, мкл; 
А – конечный объем реакционной смеси, мл; 
1000 – пересчет концентрации в мкг/мл,
100/49,55 – коэффициент пересчета концентрации ртути на 
мертиолят.
3. Оценка статистической значимости различий результатов 
определения мертиолята колориметрическим методом и мето-
дом атомно-абсорбционной спектроскопии (холодного пара)
Результаты определения мертиолята колориметрическим ме-
тодом и методом ААС-ХП представлены в таблицах 5 и 6 соот-
ветственно.
Как видно из таблицы 5, среднее значение содержание мер-
тиолята в исследуемом образце составило 106,2 мкг/мл, дис-
персия S2 – 27,0 мкг/мл.
Как видно из таблицы 6, среднее значение содержание мер-
тиолята в исследуемом образце составило 106,5 мкг/мл, дис-
персия S2 – 18,0 мкг/мл.
Для оценки статистической значимости различий между дву-
мя группами значений содержания мертиолята, полученных раз-
ными методами, использовали однофакторный дисперсионный 
Таблица 4. Результаты определения мертиолята в 

















та в образце, 
мкг/мл
Образец 1
0,1 200 0,2552 93,91
0,2689 98,09
0,025 50 0,2637 96,27
0,2697 98,57
0,01 20 0,2581 93,87
0,2481 90,25
Образец 2
0,1 200 0,2586 94,29
0,2673 97,64
0,025 50 0,2792 102,27
0,2823 103,4
0,01 20 0,2579 94,05
0,2578 94,02
Таблица 5 Содержание мертиолята в препарате 
Ультрикс, полученное колориметрическим методом 
определения ртути в комплексе с дитизоном
№   
п/п
Содержание мерти-
олята в препарате, 
мкг/мл
Среднее значение содер-



































Таблица 6. Содержание мертиолята в препарате 












































анализ. Отсутствие значимых различий определяли с помощью 
расчета критерия Фишера (F-критерия), значение которого не 
должно быть больше критически значимого (табличного). 
F-критерий вычисляли по формуле (3):
                   S2
меж
          F  = ────                                                                                           (2)




 – межгрупповая дисперсия;
S2
вну  
 – внутригрупповая дисперсия.
Расчетное значение F-критерия для двух групп полученных 
значений составило величину 0,02, в то время как F
крит
 при до-
верительной вероятности 0,95 и заданных числах степеней сво-
боды равно 4,0. Таким образом, между исследуемыми группами 
значений нет статистически значимых различий.
Заключение
В результате проведенных исследований была отработана 
методика определения мертиолята в несорбированнх ИЛП ме-
тодом ААС-ХП: определен рабочий диапазон метода, подтверж-
дена его линейность, выбраны и оптимизированы условия про-
боподготовки исследуемого образца. Проведено сравнительное 
определение мертиолята колориметрическим методом и мето-
дом ААС-ХП, в ходе которого выявлено отсутствие статистически 
значимых различий результатов, полученных разными методами, 
что позволяет использовать метод ААС-ХП для оценки содержа-
ния мертиолята в несорбированных ИЛП без изменения требова-
ний нормативной документации к его содержанию. 
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13 июня 2015 года исполнилось 80 лет со дня рождения док-
тора медицинских наук профессора Воробьевой Маи Сергеевны. 
Мая Сергеевна Воробьева родилась в 1935 году в Москве. В 
1958 году окончила Московский государственный медицинский 
институт им. Н.И. Пирогова. После окончания института работа-
ла в должности клинического ординатора в инфекционной клини-
ке Института полиомиелита и вирусных энцефалитов АМН СССР. 
В 1962 году окончила аспирантуру по специальности «Вирусоло-
гия» Института экспериментальной медицины и биологии СО АН 
СССР. После защиты диссертации в 1965 году на соискание уче-
ной степени кандидата медицинских наук работала младшим на-
учным сотрудником лаборатории бешенства этого института. 
С февраля 1968 года последовательно работала старшим 
научным сотрудником лаборатории стандартизации и кон-
троля препаратов для профилактики бешенства и оспы ГИСК 
им. Л.А. Тарасевича, старшим научным сотрудником лабора-
тории вирусов-контаминантов, а с 1973 года – заведующим ла-
бораторией стандартизации и контроля препаратов против ар-
бовирусных инфекций и риккетсиозов ГИСК им. Л.А. Тарасеви-
ча, которую возглавляла до 2011 года. В 1978 году Воробьевой 
Мае Сергеевне было присвоено ученое звание «Старший науч-
ный сотрудник».
После реорганизации в 2011 году ГИСКа им. Л.А. Тарасевича 
назначена на должность главного эксперта Управления экспер-
тизы противовирусных МИБП, где работает по настоящее время.
В 1986 году защитила диссертацию на соискание ученой сте-
пени доктора медицинских наук на тему «Принципы стандартиза-
ции и совершенствование методов контроля вакцин против кле-
щевого энцефалита». В 1992 году ей было присвоено ученое зва-
ние «Профессор». 
Основные научные труды М.С. Воробьевой посвящены про-
блемам клещевого энцефалита, других арбовирусов, ВИЧ-
инфекции, герпесвирусной инфекции, ряду особо опасных ви-
русных инфекций, вопросам стандартизации и совершенство-
вания методов лабораторного контроля актуальных для Россий-
ской Федерации вирусных заболеваний. М.С. Воробьева уча-
ствовала в разработке методов контроля, апробации и внедре-
нии новых производственных штаммов вакцин против клещевого 
энцефалита, Венесуэльского энцефаломиелита, вируса герпеса 
простого. Участвовала в экспедиционных выездах для организа-
ции и проведения клинических исследований вакцины клещево-
го энцефалита в Хабаровске и Забайкалье. За участие в исследо-
ваниях по внедрению в практику новой вакцины против клещево-
го энцефалита в составе группы авторов ей в 1984 году была при-
суждена Премия Совета Министров СССР, а в 1998 году в соста-
ве группы авторов за участие в исследованиях по изучению вак-
цинного штамма и разработку системы контроля новой вакцины 
против Венесуэльского энцефаломиелита лошадей, созданной 
по современной технологии, присуждена Премия Правительства 
Российской Федерации. 
С момента возникновения проблемы ВИЧ/СПИД в России 
М.С. Воробьева принимала активное участие в апробации, оцен-
ке качества и внедрении в практику первых отечественных тест-
систем для ИФА и ПЦР. Впервые под руководством М.С. Воро-
бьевой совместно с НПО «Вектор» и ЗАО «МБС» были разрабо-
таны стандартные панели сывороток, содержащих и не содержа-
щих антитела, антиген р24 ВИЧ-1. 
По вышеуказанным проблемам М.С. Воробьевой опубликова-
но более 200 научных статей, 2 монографии. Она имеет 4 автор-
ских свидетельства и 4 патента РФ. Мая Сергеевна Воробьева 
является членом Проблемной комиссии «Арбовирусы», членом 
Проблемной комиссии «Клещевой и другие вирусные энцефали-
ты». Под руководством М.С. Воробьевой защищено 6 кандидат-
ских и 2 докторские диссертации.
